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Abstrakt 
Porovnání trojrozměrných struktur proteinů má zásadní význam pro molekulární biologii. 
Jedním z nejvýznamnějších je možnost odvodit funkci neznámého proteinu od strukturně 
podobného proteinu, jehož funkce je již známá. Nástrojů pro zarovnání struktur existuje celá 
řada. V rámci této práce bylo vybráno pouze pět z nich, lišících se různými principy výpočtu. 
Kvalita nástrojů byla ověřena na třech proteinech z hlavních proteinových tříd (all-α, all-β, α/β), 
které byly zarovnány vůči podmnožině struktur z databáze PDB čítající 2 357 proteinů. 
Výsledky byly vizualizovány prostřednictvím ROC křivek a nástroje srovnány podle hodnoty 
ploch pod těmito křivkami (metrika AUC). Podle této metriky byl nejúspěšnějším nástrojem 
SPALIGN. 
 
 
Abstract 
Alignment of the three-dimensional structures of proteins is an essential task in bioinformatics. 
Because there are many tools offering this functionality, only a limited subset of them was 
chosen for comparison (DALI, LOCK 2, SPALIGN, MUSTANG and CLICK). These tools vary 
in the principle of calculation. Their performance was measured on three proteins, which 
represent main protein classes (all-α, all-β, α/β). These proteins were tested against a subset of 
PDB database containing 2 357 records. The results were visualized by ROC curves and the 
tools were compared by their area under ROC curve (AUC metric). According to this metric, the 
best results were obtained for SPALIGN. 
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1 Úvod 
Obor bioinformatika, do kterého řešená problematika spadá, se nachází na pomezí biologie a 
informatiky. Jedním z největších problémů, které se v tomto oboru vyskytují, je problematika 
určování podobnosti proteinů. Proteiny, neboli řetězce nad abecedou aminokyselin, jsou pro 
živé organismy nesmírně důležité, neboť mají nejrůznější funkce - stavební, pohybové, zásobní, 
signální a další [1]. Na základě porovnání struktury zkoumaného proteinu s množinou 
proteinových struktur se známou funkcí, lze prostřednictvím existujících bioinformatických 
nástrojů odhadnout zařazení do proteinové rodiny a foldu a odtud pak odvodit i předpokládanou 
funkci. 
Cílem této práce je zjistit, který z vybraných bioinformatických nástrojů dokáže co 
nejpřesněji zarovnávat proteinové struktury. Existující nástroje implementují několik odlišných 
přístupů. Pro srovnání byly vybrány nástroje lišící se právě principem své činnosti, čímž by 
mělo být dosaženo objektivity prováděné analýzy. 
Ve druhé kapitole je popsán úvod do molekulární biologie včetně shrnutí a vysvětlení 
základních pojmů, které jsou důležité pro správné pochopení dalších kapitol. Třetí kapitola 
pojednává o bioinformatickém pohledu na proteiny, obzvláště je zaměřena na čtyři úrovně 
popisu jejich struktury. Závěr třetí kapitoly si klade za cíl seznámit čtenáře s metodami 
zjišťování prostorových struktur proteinů. Čtvrtá kapitola se zabývá stručným úvodem k 
problematice podobnosti proteinů a posléze se již věnuje popisu principu bioinformatických 
nástrojů vybraných k analýze. Pátá kapitola je věnována popisu experimentu, vyhodnocení 
výsledků pomocí ROC křivek a metriky AUC. 
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2 Úvod do molekulární biologie 
Základním předpokladem pro správné pochopení nejen této kapitoly, ale i celé této práce, je 
znát některé pojmy z oboru molekulární biologie. Z toho důvodu se tato kapitola bude zabývat 
jejich vysvětlením. 
2.1 Aminokyseliny 
Aminokyseliny tvoří základní stavební bloky proteinů. Obecně se jedná o jakékoliv molekuly 
obsahující karboxylovou (-COOH) a aminovou (-NH2) funkční skupinu. Všechny proteiny 
v živých organismech jsou sestaveny z 20 druhů aminokyselin, které mají různý tvar, chemické 
vlastnosti a velikost. Můžeme se však setkat i s jiným počtem aminokyselin a tedy 22. Jedná se 
o izolované aminokyseliny, které jsou od těchto 20 základních odvozeny. Tyto 2 aminokyseliny 
(Pyrolysin, Selenocystein) jsou často zařazovány k uvedeným 20 základním aminokyselinám, a 
proto je někdy v odborné literatuře uváděn údaj 22 základních aminokyselin [2]. 
Důležitou vlastností všech aminokyselin je jejich kostra, která je pro všechny stejná. 
Kostra se skládá z aminoskupiny, karboxylové skupiny a alfa uhlíku (dále jen Cα). Na první 
pohled možná není jasné, proč existuje tolik různých druhů aminokyselin, když mají všechny 
stejnou kostru. Důvod je ten, že na Cα je navázán tzv. postranní řetězec, který určuje jejich 
stereochemické vlastnosti [2]. Tento postranní řetězec je unikátní a v literatuře je značen 
písmenem R, viz. obrázek 2.1. 
 
 
 
Obrázek 2.1: Obecná struktura alfa-aminokyselin [3]. 
 
Výčet aminokyselin, které se nacházejí v proteinech, je v tabulce 2.1. 
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Tabulka 2.1: Seznam aminokyselin [4]. 
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2.2 Protein a jeho funkce 
Proteiny (česky bílkoviny) jsou dlouhé řetězce aminokyselin, které řídí a vykonávají téměř 
všechny biologické funkce. Jedná se o vysokomolekulární látky, které tvoří převážnou část 
hmoty organismu [5]. 
2.2.1 Historické mezníky proteinů 
Dříve než bude uvedeno podrobnější rozdělení struktury proteinů, krátce uvedu několik 
historicky důležitých mezníků, které přispěly k dnešnímu chápání proteinů. 
První zmínka pro naše pochopení proteinů sahá až do první poloviny 19.století. Základní 
charakteristiky proteinů rozpoznal již v r. 1819 francouzský chemik Henri Braconnot při 
zahřívání klihu s kyselinou sírovou. O několik let později, v roce 1838, významný švédský 
chemik Jöns Jacob Berzelius navrhl pro složité organické sloučeniny, které byly bohaté na 
dusík, nacházející se v buňkách živočichů a rostlin, název „protein“ (řecky proteios = první) [1].  
O necelé století později, kdy technika pokročila výrazně dopředu, zavedl švédský 
biochemik Arne Wilhelm Kaurin Tiselius elektroforézu jako metodu pro dělení proteinů 
v roztoku. V roce 1942 vědci Richard Laurence Millington Synge a Archer John Porter Martin 
vyvinuli afinitní chromatografii, tedy techniku, která se nyní široce používá k dělení proteinů 
[1]. 
2.2.2 Základy proteinů 
Struktura a chemie každého z proteinů se formovala a doladila během několika miliard let 
evoluce. Z tohoto důvodu jsou proteiny (z chemického hlediska) nejsložitější a funkčně 
nejdůmyslnější známé molekuly [1].  
Vlastní tvar proteinu je dán pořadím aminokyselin, které se v něm nacházejí. Pořadí 
atomů, opakujících se podél řetězce, se nazývá polypeptidová kostra. K polypeptidové kostře 
jsou připojeny postranní řetězce aminokyselin. Na těchto částech aminokyselin je důležité, že se 
neúčastní peptidové vazby. Propůjčují však každé aminokyselině vlastnosti, které ji dělají 
jedinečnou. Každý protein má unikátní pořadí aminokyselin, které se u všech molekul tohoto 
proteinu neliší (je stejné). V současné době je již známo několik desítek tisíc různých druhů 
proteinů.  
Kovalentní vazba1 mezi dvěma aminokyselinama se v případě proteinů nazývá peptidová 
vazba [1]. Na obrázku 2.2 je uveden příklad sloučení dvou aminokyselin, které jsou ve výsledku 
spojeny peptidovou vazbou. Každé takto sloučené dvě aminokyseliny se v odborné literatuře 
označují jako dipeptidy. 
 
                                                   
1  Kovalentní vazba – sdílení jednoho (i více) párů elektronů mezi dvěma prvky [1]. 
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Obrázek 2.2: Vznik peptidové vazby [3]. 
 
Podle počtu aminokyselin jsou proteiny rozdělovány na: 
 
 oligopeptidy (2–10 aminokyselin), 
 
 polypeptidy (11–100 aminokyselin), 
 
 vlastní bílkoviny - proteiny (více než 100 aminokyselin) [2]. 
 
Tedy pokud existuje řetězec, který se skládá pouze z 25 aminokyselin, může v případě takto 
krátkého proteinu vzniknout až 2225 odlišných primárních proteinových struktur. Z tohoto 
příkladu vyplývá, že teoreticky existuje mnohem větší počet proteinů, než je jich obsaženo ve 
všech živých organismech na Zemi. 
2.2.3 Význam proteinů 
Proteiny v tělech organizmů zajišťují nepřeberné množství funkcí. Tato skutečnost pramení 
z obrovského počtu různých tvarů, kterých mohou nabývat [1].  
V následujícím výčtu je uvedeno několik základních funkcí:  
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 Enzymy - mají funkci katalýzy rozpadu a tvorby kovalentních vazeb. Jako příklad si 
lze představit buňky, které obsahují tisíce různých enzymů, z nichž každý katalyzuje 
jednu určitou reakci (př.: pepsin – odbourává v žaludku proteiny z potravy) [1]. 
 
 Transportní proteiny - přenáší malé molekuly a ionty. Příkladem může být protein 
hemoglobin, jenž je nosičem kyslíku [1]. 
 
 Pohybové proteiny - jsou původci pohybu buněk a tkání. Jako vhodného 
představitele této skupiny si můžeme uvést myosin nacházející se v kosterním svalu a 
umožňující živočichům pohyb [1]. 
 
 Receptorové proteiny – detekuje v buňkách fyzikální a chemické signály, které 
předává ke zpracování buňce. Vhodným a důležitých zástupcem této skupiny je 
rhodopsin, který v oční sítnici zachycuje světlo [1]. 
 
Pro zajímavost lze ještě doplnit, že existují i proteiny, které mají velmi rozmanitou funkci. Jsou 
to tzv. proteiny se zvláštním posláním. Jedním z představitelů této množiny může být zelený 
fluoreskující protein určitých medúz nebo protimrazový protein chránící krev arktických a 
antarktických ryb před zmrznutím [1]. 
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3 Bioinformatický pohled na proteiny 
V odborné literatuře se nachází mnoho způsobů třídění proteinů, avšak dosud neexistuje žádný 
universální systém. Pro ukázku je možno proteiny klasifikovat na základě jejich rozpustnosti, 
trojrozměrné struktury nebo také biologické funkce.  
3.1 Úrovně struktur proteinů 
Úrovně struktur proteinů jsou čtyři – primární, sekundární, terciární a kvartérní. V této 
podkapitole budou podrobně představeny. 
3.1.1 Primární struktura 
Tato struktura je určena sekvencí aminokyselin v polypeptidovém řetězci a předurčuje 
sekundární a terciární strukturu proteinů. Standardní zápis se provádí postupně od „N-konce“ 
(aminokyselina s volnou aminoskupinou) k „C-konci“ (aminokyselina s volnou karboxylovou 
skupinou) proteinu [2]. Vhodnou ukázkou sekvence aminokyselin může být obrázek 3.1. 
 
 
 
Obrázek 3.1: Primární struktura proteinů. 
 
Sekvenování proteinů se celou řadu let provádělo přímou analýzou proteinových aminokyselin. 
První protein, jehož sekvence byla po několikaletém úsilí určena, byl insulin (51 aminokyselin). 
Sekvence tohoto proteinu byla zveřejněna v roce 1955 [1]. 
3.1.2 Sekundární struktura 
Sekundární struktura proteinů představuje prostorové uspořádání celého peptidového řetězce 
několika po sobě jdoucích aminokyselin a skládá se z pravidelně se opakujících jednotek 
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přípustných konformací (natočení vazeb) polypeptidu. Tato struktura byla navržena pouze 
teoreticky, později však byla potvrzena rentgenovou krystalografií [2].  
Při popisu sekundárních struktur je nutné vycházet z představy o geometrickém 
uspořádání peptidové vazby jako části rovinného útvaru. Peptidový řetězec je proto složen 
z plošek, kde tyto plošky jsou volně otočené okolo vazeb s Cα aminokyselinových zbytků. 
Vzájemné polohy těchto plošek jsou určeny úhly otáčení (též torzní úhly) okolo těchto vazeb 
[6]. Tyto úhly jsou: 
 
 φ, je torzní úhel okolo vazby, která se nachází mezi Cα a dusíkem aminoskupiny N, 
 
 ψ, je torzní úhel, který se nachází mezi Cα a uhlíkem karbonylu C [5]. 
 
Oba tyto rotační úhly spolu s ploškami jsou znázorněny na obrázku 3.2. 
 
 
 
Obrázek 3.2: Rotační (torzní) úhly kolem vazeb v polypeptidu se vzdálenostmi jednotlivých 
atomů [7]. 
 
Rotační úhly kolem vazeb polypeptidu nemohou nabývat libovolných hodnot, protože ne 
všechny hodnoty úhlů jsou fyzikálně realizovatelné. Pro některé kombinace těchto hodnot úhlů 
by mohlo dojít k tzv. prostorovým kolizím (překrývání prostorů, které jsou obsazené atomy 
páteře proteinu s prostorem obsazenými atomy postranního řetězce určité aminokyseliny) [4].  
Povolenou konformací polypeptidů se zabýval indický fyzik G.N.Ramachandran. 
Vyjádřil veškeré informace o možných kombinacích obou úhlů do konformační mapy, neboli 
tzv. Ramachandranova diagramu. Jak již bylo zmíněno dříve v textu, tento diagram zobrazuje 
pouze kombinace úhlů, které jsou uskutečnitelné. Oblasti v diagramu, které ukazují 
uskutečnitelné konformace, nesmí překročit tzv. mezní van der Waalsovu vzdálenost (jedná se o 
pevně daný poloměr každého atomu) [5]. 
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Výzkumem strukturně známých proteinů bylo odhaleno, že se v proteinech převážně opakuje 
pouze malé množství běžných strukturních motivů. Mezi hlavní dva nejčastěji se vyskytující 
elementy sekundární struktury patří „α-helix“ (α-šroubovice) a „β-sheet“ (β-list) [1]. 
3.1.2.1 Lokální struktura α-helix 
Helikální struktura patří mezi nejběžnější sekundární struktury proteinů. Tato struktura vzniká 
tehdy, je-li polypeptidový řetězec stočený okolo všech Cα atomů o stejnou hodnotu [5]. 
Znázornění α-helikální struktury je vidět na obrázku 3.3. 
 
 
 
Obrázek 3.3: α-helikální struktura [7]. 
 
Struktura je tzv. chirální, což znamená, že je buď pravotočivá nebo levotočivá. Pravotočivou 
šroubovici rozeznáme, pokud se stáčí ve směru prstů pravé ruky, kde palec představuje osu a 
ukazuje směr stoupání závitů [5]. 
Vodíkové vazby této struktury jsou uspořádány tak, že skupina C=O jedné peptidové 
vazby směřuje ke skupině N-H jiné peptidové vazby a vzniká tzv. vodíkový můstek. Pro tuto 
strukturu jsou typické hodnoty torzních úhlů: φ = -57°, ψ -47° [5].  
3.1.2.2 Lokální struktura β-sheet 
Zatímco strukturu α-šroubovice tvoří aminokyseliny téže oblasti primární struktury, struktura 
skládaného β-listu v sobě zahrnuje úseky 5-10 aminokyselin, a to z různých oblastí. Peptidová 
kostra této struktury je na rozdíl od α-šroubovice téměř plně rozvinuta [2]. Struktura β-listu je 
označována za skládanou, protože Cα se střídavě vyskytují pod a nad rovinou listu, což lze vidět 
na obrázku 3.4.  
 
 
 
Obrázek 3.4: Struktura β-listu [7]. 
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Skládané listy se mohou tvořit buď ze sousedních polypeptidových řetězců, které mají stejnou 
orientaci (tj. jsou paralelní - na obrázku 3.5) nebo z řetězců, jehož sousední polypeptidové 
řetězce mají navzájem opačnou orientaci (tj. jsou anti-paralelní - na obrázku 3.6) [1]. 
 
 
 
Obrázek 3.5: Struktura skládaného paralelního β-listu [7]. 
 
 
 
Obrázek 3.6: Struktura skládaného anti-paralelního β-listu [7]. 
 
V případě paralelní struktury β-listu jsou N-H skupiny každé aminokyseliny vázány na C=O 
skupiny aminokyseliny sousedního řetězce a C=O skupiny jsou vázány vodíkovou vazbou s N-
H skupinami aminokyselin až o dvě aminokyseliny dále. Na druhou stranu u anti-paralelní 
struktury β-listu jsou N-H skupiny spolu s C=O skupinami každé aminokyseliny v řetězci 
spojeny vodíkovou vazbou s C=O a N-H skupinami protilehlého řetězce [7]. Hodnoty torzních 
úhlů pro skládaný paralelní β-list jsou φ = -119°, ψ ≈ 113° a pro skládaný anti-paralelní β-list 
jsou φ = -139°, ψ = 135° [6].  
Kromě výše uvedených struktur, které představují sotva polovinu průměrného 
globulárního proteinu, se v proteinech často opakují i další struktury. Tyto struktury existují 
v podobě tzv. smyček – úseků, které jsou nepravidelně uspořádané. V žádném případě se 
nejedná o náhodné struktury, jde pouze o těžko popsatelné nerepetitivní struktury, které se 
téměř vždy vyskytují na povrchu proteinu a určují do jisté míry jeho charakter. Mezi tyto 
  13 
nerepetitivní struktury patří otočky (turns) nebo také smyčky (loops). Vhodnými příklady 
mohou být tzv. reverzní smyčky, které můžou propojovat po sobě jdoucí vlákna anti-paralelních 
struktur nebo tzv. Ω smyčky, které můžou plnit důležitou úlohu v biologických rozpoznávacích 
procesech [5]. 
3.1.3 Terciární struktura 
Svinutím běžných prvků sekundární struktury, spolu s kombinací dalších, méně strukturovaných 
oblastí páteře proteinu, je vytvářena jeho terciární struktura, tedy celkový prostorový tvar 
proteinu [5]. Ukázka terciární struktury proteinu je znázorněna na obrázku 3.7.  
 
 
 
Obrázek 3.7: Terciární struktura proteinu [8]. 
 
Konečný prostorový tvar molekuly proteinu může být: 
 
 fibrilární (mají vláknitou strukturu a v buňce mají stavební funkce - např.: kolagen), 
 
 globulární (mají kulovitý tvar a jsou rozpustné ve vodě nebo v roztocích soli - např.: 
albumin) [5]. 
 
Další organizační jednotka, která se liší od jednotek dosud popsaných, je proteinová doména. 
Tato jednotka, která je tvořena libovolnou částí polypeptidového řetězce, se může nezávisle na 
zbytku řetězce svinout do kompaktní stálé struktury. Doménu většinou tvoří 50 až 350 
aminokyselin a je modulární jednotkou, která má svou určitou funkci. Prakticky všechny větší 
proteiny jsou složeny z dvou či více domén [1]. Vhodnou ukázku této struktury lze pozorovat na 
obrázku 3.8. 
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Obrázek 3.8: Protein kinázy obsahující dvě domény (amino terminální doména bohatá na β-listy 
[výše] a karboxylová terminální doména bohatá na α-šroubovice [níže])  [8]. 
 
Mezi pojmy sekundární a terciární struktura obecně neexistuje jasná hranice. V oboru 
bioinformatika ale svoji jasnou hranici mají. Hovoří se tedy o části řetězce (sekundární 
struktura) a celém řetězci (terciární struktura). 
3.1.4 Kvartérní struktura 
Většina proteinů se skládá z více polypeptidových řetězců a nazývají se proteinové podjednotky 
[2]. Prostorové uspořádání těchto polypeptidových podjednotek se označuje jako kvartérní 
struktura, viz. obrázek 3.9.  
 
 
 
Obrázek 3.9: Kvartérní struktura proteinu [9]. 
 
  15 
Proteiny, které jsou složené z více podjednotek, přináší velké evoluční výhody oproti syntéze 
jednoho velkého polypeptidového řetězce. Například při výskytu poruchy ve stavbě proteinu 
stačí jednoduše nahradit poškozenou podjednotku namísto opakované výstavby celého proteinu. 
Velice podobný způsob se dá přirovnat při stavbě budov za použití prefabrikátů [5]. 
3.2 Metody zjišťování terciárních struktur 
proteinů 
Metody pro zjišťování prostorových struktur proteinů jsou různé a každá z nich má svůj 
specifický přístup. Zjišťování struktury je velmi důležité, protože z její znalosti je možné 
odhadnout funkci proteinu. Stanovit strukturu proteinu experimentálně je poměrně drahé a 
zdlouhavé (v řádech měsíců i let), navíc výsledek nemusí být vůbec přesný.  
Značná část znalostí o prostorové (terciární) struktuře proteinů byla získána díky jejich 
studiu s využitím dvou nejpoužívanějších metod - rentgenové strukturní analýzy a nukleární 
magnetické resonance (NMR) [5]. Tyto metody budou podrobněji popsány v následujících dvou 
podkapitolách. 
3.2.1 Rentgenová strukturní analýza 
Rentgenová strukturní analýza (nebo také X-ray difrakce) je fyzikálně-chemická metoda, která 
molekuly přímo ukazuje [5]. K samotné analýze se vyžaduje protein v podobě monokrystalu, 
zdroj rentgenových paprsků a detektor.  
Vzhledem k použití rentgenových paprsků se u této metody vychází ze zákona optiky, 
který říká, že pravděpodobnost výskytu objektu je přibližně rovna vlnové délce záření použitého 
při pozorování (vlnové délky rentgenových paprsků a délky kovalentních vazeb jsou přibližně λ 
≈ 1,5 Å2). Při průchodu tohoto záření vzorkem čistého krystalu proteinu dochází k difrakci 
záření, a to následně dopadá na stínítko (digitální detektor). Pro každý krystal vznikne unikátní 
difrakční obrazec (zaznamenaný např. na fotografickém filmu), který dál slouží jako podklad 
k matematické rekonstrukci prostorové struktury molekul [5] [11].  
V dnešní době lze s využitím počítače a vhodného algoritmu vytvořit mapu elektronové 
hustoty zkoumané látky. Tyto mapy elektronové hustoty si lze představit jako sérii paralelních 
řezů krystalem. Elektronová hustota je v každé mapě znázorněna obrysy, které lze přirovnat 
k vrstevnicím z obyčejných topografických map. Konečné zpracování výsledků strukturní 
analýzy a jejich zobrazení rozložení elektronových hustot v prostoru se provádí grafickými 
počítačovými programy [5]. Podstatná část rentgenové strukturní analýzy je uvedena na obrázku 
3.10. 
 
                                                   
2  Å – neboli angström, je jednotkou délky. Hodnota jednoho angströmu je rovna 0,1 nm [10]. 
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Obrázek 3.10: Rentgenová krystalografie [12]. 
 
Popsaná metoda má ale jednu velkou nevýhodu – časovou náročnost získání čistého krystalu 
proteinu [11]. Získání dostatečně čistého a uspořádaného krystalu proteinů je v řadě případů 
velmi obtížné.  
Současná RTG strukturní analýza je považována za nejdůležitější analytickou techniku, 
díky níž lze stanovit molekulové a krystalové struktury látek. 
3.2.2 NMR spektroskopie 
Další používanou technikou pro zjištění prostorové struktury proteinu je tzv. nukleární 
magnetická resonance. Tato metoda patří mezi nejdůležitější spektroskopické techniky a je 
využívána hlavně v chemickém, fyzikálním, v poslední době (na přelomu třetího tisíciletí) i v 
biologickém a biochemickém výzkumu. Za její vývoj již bylo během posledních několika 
desetiletí uděleno nemalé množství Nobelových cen [13]. 
Princip této metody je postaven na použití roztoku proteinu, který se umístí do silného 
magnetického pole, kde je vystaven pulzům radiové frekvence. Jádra atomů vodíků začnou 
vibrovat a vzájemně se ovlivňovat. Následně z nich lze identifikovat signály a určit vzdálenosti 
interagujících párů, což slouží k odvození vzdáleností mezi různými částmi proteinové 
molekuly [5][13].  
Neustálý rozvoj nových experimentálních postupů a součástí NMR spektrometrů vedl k tomu, 
že je nyní díky této metodě možné velmi přesně popsat strukturu a vnitřní pohyblivost mnoha 
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látek (organické krystaly, proteiny, atd.). Díky tomu lze popsat prostorovou strukturu i u látek, 
kde její krystaly nejsou vhodné k použití rentgenové difrakce [13]. 
Mimo jiné NMR spektroskopie mohou sloužit k prověření výsledků rentgenové strukturní 
analýzy a především doplnit chybějící údaje vedoucí k úplnému popisu struktur [5].  
3.2.3 Srovnání metod 
Rentgenová strukturní analýza v současné době představuje nejdůležitější analytickou techniku 
pro stanovení molekulové a krystalové struktury látek. Pokud je získán monokrystal, pak bude s 
velkou pravděpodobností díky RTG krystalografii vyřešena jeho struktura. Z hlediska použití je 
již zmíněná metoda stále více vhodně kombinována s ostatními metodami pro stanovení 
struktury látek, především s NMR spektroskopií [11]. 
Výhodou NMR experimentů je skutečnost, že jsou velmi citlivé k výskytům vodíku 1H, 
zatímco difrakční techniky ho téměř neuvažují (protože vodík má kolem sebe velmi malou 
elektronovou hustotu) [13]. Další výhoda, kterou NMR oproti rentgenové strukturní analýze 
v sobě zahrnuje, je možnost stanovit strukturu bez nutnosti získání krystalu proteinu. Zastoupení 
metod, jimiž byly získány struktury proteinů depozitovaných v databázi RCSB PDB, je 
znázorněno na obrázku 3.11. 
 
Metody
88,1%
11,0% 0,3%
0,6%
X-ray difrakce
NMR spektroskopie
Elektronová mikroskopie
další
 
 
Obrázek 3.11: Procentuální využití metod pro zjišťování prostorových struktur proteinů (data 
jsou aktuální ke dni 14.4.2013) [14]. 
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4 Popis vybraných nástrojů 
Po celém světě existuje řada experimentálních nástrojů, díky nimž lze s určitou 
pravděpodobností zjistit, zda-li jsou si porovnávané proteinové struktury podobné. Nejen v této 
kapitole, ale i v následující praktické části této práce, byly záměrně vybrány nástroje LOCK a 
DALI, které patří k průkopníkům v této oblasti a které jsou dodnes často používány [15].  
Ještě předtím, než budou nástroje podrobně představeny, uvedu několik důvodů, proč je 
vhodné proteinové struktury porovnávat. 
4.1 Podobnost proteinů 
Existuje mnoho různých důvodů, proč porovnávat nukleotidové a aminokyselinové sekvence. 
Vezměme v úvahu fakt, že všechny žijící organismy se vyvinuly ze společných předků – to nám 
říká obecně přijímaná evoluční teorie. Z toho vyplývá, že pokud geny pochází z podobných 
organismů, pak by měly být tvořeny z podobných sekvencích nukleotidů. Jestliže tedy víme, 
jakou funkci daný protein má, dá se s vysokou pravděpodobností předpokládat, že sekvenčně 
podobný protein v jiném organismu tuto funkci bude plnit také [4].  
V poslední době došlo k obrovskému rozvoji v oblastech sekvenovacích technik, což 
zapříčinilo rapidní růst množství dostupných genomických dat. Aby tato data byla přístupná pro 
další výzkum a rozvoj, vnikly rozsáhlé centrální databáze těchto biologických dat. 
4.2 Zarovnání struktur 
Techniky pro zarovnání proteinových struktur mohou být využity pro zjištění proteinové rodiny 
a foldu3. Ze znalosti této informace lze pak odhadnout i proteinovou funkci. 
Existují tři hlavní kroky vedoucí k porovnání dvou proteinových struktur [16]: 
 
1. Zjištění společných podobností dvou proteinových struktur. 
 
2. Zarovnání těchto dvou struktur na základě zjištěných podobností. 
 
3. Určení tzv. statistické míry podobnosti. 
 
                                                   
3  Fold – pravidelné uspořádání sekundárních struktur, které lze pozorovat v rámci proteinové 
struktury [15]. 
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Většina běžně užívaných metod zvládne docela dobře identifikovat tzv. společné podobnosti (tj. 
například hledání společných strukturních motivů). Nicméně úplné zarovnání, tedy ideální 
přiložení dvou struktur „na sebe“, je mnohem obtížnější úkol a jeho přesnost může záviset na 
způsobu použití programu nebo metody [16].  
Úplné zarovnání dvou struktur proteinů A-B odpovídá tomu, kde se celá struktura A 
(modře) shoduje s celou strukturou B (červeně). Schématické znázornění je na obrázku 4.1. 
 
 
 
Obrázek 4.1: Úplné zarovnání dvou proteinových struktur. 
 
Kompletní zarovnání jsou možná jen zřídka, protože většinou srovnáváme molekuly s odlišným 
počtem atomů. Z toho důvodu prakticky nenastává korespondence 1:1. Stejně tak i jejich tvary 
by si vzájemně mohly odpovídat pouze lokálně. Nicméně, i když neexistují žádná uspokojivá 
globální zarovnání, mohou být právě ta lokální zarovnání zajímavá. Mnohdy se může stát, že i z 
podobnosti určité části proteinu lze vyvodit relevantní závěry týkající se proteinové funkce jako 
celku.  
Částečné zarovnání se odkazuje jen na část struktury proteinu. Tedy část struktury A 
(červeně) se shoduje jen v určitých místech s částí struktury B (modře). Tento úsek, ve kterém 
dochází k překryvu dvou struktur, je uveden na obrázku 4.2. 
 
 
 
 
Obrázek 4.2: Schématické znázornění částečného zarovnání dvou proteinových struktur. 
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Při částečném zarovnání může vzniknout problém v rozhodování. Často se musí vybírat mezi 
větším překrytí s horším zarovnáním nebo menším překrytí s lepším zarovnáním. Téměř 
všechny systémy zkoumající podobnost proteinů budou muset taková rozhodnutí učinit. 
4.2.1 Používané metriky 
Běžnou používanou metrikou, které jednotlivé nástroje používají k vyjádření kvality zarovnání 
na atomární úrovni mezi dvěma molekulami, je tzv. RMSD4. Vztah pro výpočet této číselné 
charakteristiky je následující: 
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kde rozdíl Ai - Bi je vzdálenost i-tého atomu molekul A a B. Počet atomů v molekulách je 
značen proměnnou n. Jednotkou výsledku vztahu pro výpočet RMSD je angström (Å) [10]. 
Cílem algoritmů pro zarovnání proteinů je konkrétní přiložení dvojice molekul tak, aby byly 
vzdálenosti vzájemně odpovídajících atomů co nejmenší. Optimálním výsledkem zarovnání je 
co nejmenší hodnota RMSD [17] [18]. 
Další použitá metrika kvality zarovnání využívá znalosti o prvcích sekundárních struktur. 
Zatímco v průběhu evoluce v proteinech dochází k mnoha mutacím měnících aminokyselinové 
složení, kompaktní úseky sekundárních struktur zůstávají konzervovány mnohem lépe. 
A protože právě sekundární struktura do velké míry udává stabilitu a funkci, je použití 
korespondence úseků sekundárních struktur využito pro definici metriky zvané SSE (secondary 
structure element alignment). Její nevýhodou je skutečnost, že vlivem uvažování sekundární 
struktury jako měřítka podobnosti proteinů, může být v řadě případů obtížné najít menší motivy 
na atomární úrovni [17]. 
4.3 Analyzované nástroje 
V této části budou představeny vybrané nástroje pro zarovnání struktur proteinů, které budou 
posléze v kapitole 5 analyzovány. Představené nástroje zde nebudou popsány dopodrobna. 
Záměrem je poskytnout takový popis, aby vynikly rozdíly mezi jednotlivými nástroji. 
                                                   
4  Root-Mean-Square Deviation – součet čtverců vzdáleností mezi odpovídajícími atomy obou 
molekul [17]. 
(4.1) 
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4.3.1 LOCK 
Algoritmus nástroje LOCK se snaží najít optimální superpozici dvou struktur tak, aby RMSD 
mezi zarovnanými Cα atomy bylo co nejmenší. Používá tzv. iterativní techniku výběru dvojice 
odpovídajících reziduí a minimalizaci RMSD mezi nimi. Tento opakující se přístup ve své 
podstatě aplikuje greedy algoritmus5 k hledání nejbližšího lokálního minima v prostoru 
zarovnání [17]. Z toho vyplývá, že algoritmus musí být nasazen s dobrými počátečními 
superpozicemi dvou struktur. Tato počáteční superpozice je počítána podle zarovnání vektorů 
sekundární struktury pomocí dynamického programování [15]. Princip zarovnání nástroje 
LOCK, lze shrnout do dvou kroků, viz. obrázek 4.3. 
 
 
 
Obrázek 4.3: Zarovnání podle prvků sek. struktur (krok 1) a na atomární úrovni (krok 2). 
 
Prvním krokem je výpočet počátečního zarovnání (A-B)1 pomocí prvků sekundárních struktur, 
které jsou reprezentovány jako vektory u struktur A a B. Na obrázku 4.3 lze vidět 3 shody prvků 
sekundárních struktur. Druhým krokem je tzv. atomové zarovnání (A-B)2, kde se k upřesnění 
zarovnání používají Cα atomy, které jsou reprezentovány jako body v prostoru [17].   
Prvky sekundárních struktur, které LOCK uvažuje, jsou: α-šroubovice, β-listy a smyčky. 
Jak již bylo zmíněno v kapitole pojednávající o nejčastějších prvcích sekundárních struktur, α-
šroubovice a β-listy jsou stabilizovány vodíkovými vazbami na proteinové páteři. Prvky 
sekundárních struktur jsou reprezentovány jako trojice vektorů: α-šroubovice, β-vlákno, 
smyčka. Vhodnou ukázkou je obrázek 4.4. 
 
                                                   
5  Greedy algoritmus – neboli hltavý algoritmus,  s jehož pomocí lze řešit optimalizační úlohy 
v matematice nebo informatice [19]. 
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Obrázek 4.4: Typické prvky sekundární struktury (vlevo) znázorněny vektory (vpravo). 
 
LOCK používá software DSSP6 ke klasifikaci reziduí na struktury α-šroubovic a β-vláken. 
Posléze je každá tato struktura reprezentována jako vektor s počátečním a koncovým bodem 
[17]. 
4.3.2 DALI 
Algoritmus nástroje DALI se oproti dříve představenému nástroji LOCK, liší tím, že 
k zarovnání používá pouze atomy uhlíku na proteinové páteři. Na druhé straně LOCK využívá 
znalosti prvků sekundární struktury k vytvoření počátečního zarovnání [17].  
Tento nástroj je založen na zarovnání dvourozměrné matice vzdáleností, které 
reprezentují všechny intramolekulární Cα-Cα vzdálenosti v struktuře proteinu. Každá vzdálenost 
matice je nejprve rozdělena do hexapeptidových fragmentů a všechny dvojice podobných 
fragmentů z obou struktur jsou uloženy v seznamu. Finální zarovnání je vypočítáno 
sestavováním dvojic překrývajících se fragmentů ze seznamu [15]. 
4.3.3 MUSTANG 
Tento nástroj je postaven na spolehlivém a robustním algoritmu, který umožňuje zarovnat více 
proteinových struktur.  
Program využívá prostorovou informaci z Cα atomů, uloženou v PDB souborech, 
k vytvoření sekvenčního zarovnání. Jádrem této metody je robustní vyhodnocovací schéma pro 
párové zarovnání. Na základě progresivní párové heuristiky pak algoritmus pokračuje několika 
vyhlazovacími kroky. V první fázi se vypočítají skóre odpovídajících si párů reziduí. Následně 
dochází k samotnému párovému strukturnímu zarovnání, které vyústí v přepočet skóre 
                                                   
6  DSSP algoritmus je standardní metoda pro přiřazování sekundární struktury k aminokyselinám 
v proteinu s ohledem na atomové rozlišení souřadnic proteinu [20].  
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korespondujících si párů reziduí v kontextu vícenásobného zarovnání. Nakonec dojde k 
progresivnímu zarovnání s použitím přepočtených párů skóre.  
MUSTANG provádí stejně dobrá párová zarovnání pro úzce příbuzné proteiny jako 
ostatní nástroje (DALI, POSA, …). Pro vzdáleně příbuzné proteiny je však tento nástroj 
překonává. Výsledkem je matice vzdáleností porovnaných struktur [21].  
4.3.4 SPALIGN 
Program zarovná dvě struktury tím, že optimalizuje vyhodnocovací funkci měřící strukturální 
podobnost dvojice molekul. Je velmi žádoucí, aby taková funkce byla nezávislá na velikostech 
proteinů tak, že významnost zarovnání různých velikostí zarovnaných proteinových regionů je 
srovnatelná. Bylo vyvinuto nové ohodnocování nazvané SP-score, které stanovuje mezní 
vzdálenost na 4Å a odstraňuje velikost závislosti pomocí tzv. normalizace prefaktoru [22]. 
4.3.5 CLICK 
Nástroj CLICK využívá k zarovnání struktur identifikaci shluků aminokyselin. Tato metoda je 
složena z několika kroků. 
První krok se může nazvat extrahování vlastností. Aminokyselinové zbytky v proteinu 
jsou reprezentovány kartézskými souřadnicemi jednoho reprezentativního atomu (typicky Cα), 
sekundární strukturou a hodnotou solvent accessibility7. Hodnoty dvou naposledy jmenovaných 
vlastností jsou počítány programem Modeller [24]. 
Poté dochází ke srovnání shluků aminokyselin zvaných cliques. Shlukem, který lze vidět 
na obrázku 4.5 vlevo, se myslí podmnožina n aminokyselin, kde Euklidovská8 vzdálenost mezi 
libovolným párem uvnitř shluku dosahuje maximálně hodnoty prahu dthr. Optimální hodnoty 
dthr, pro různé hodnoty n, byly vypočítány pomocí tzv. systematického prohledávání 
(vícerozměrný prostor se rozdělí pomocí vícerozměrné mřížky na části, kde se pro každou část 
vypočítají funkční hodnoty a z těchto hodnot se vybere ta nejmenší) [18] [26]. 
 
                                                   
7  Solvent accessibility – jedná se o hodnotu udávající v jaké míře je konkrétní reziduum v proteinu 
(aminokyselina na určité pozici) odkryté vzhledem k okolnímu prostředí [23]. 
8  Euklidovská vzdálenost – jedná se o „obyčejnou“ vzdálenost mezi dvěma body danou 
Pythagorovou větou [25]. 
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Obrázek 4.5: Ukázka dvou souborů aminokyselin představující 7-aminokyselinové (n = 7) 
shluky u dvou proteinových struktur (vlevo) a ukázka superpozice aminokyselin dvou struktur 
(vpravo) [27]. 
 
Dále dochází k výpočtu zobrazení 1:1 mezi aminokyselinovými zbytky obou struktur A a B. 
Porovnání shluků pomáhá identifikovat stejná rezidua ve dvou strukturách. Pomocí těchto 
ekvivalencí je 3D metodou nejmenších čtverců provedeno superponování dvojic struktur 
(obrázek 4.5 vpravo). Jde o poslední krok výpočtu celkového zarovnávání. Ze všech možných 
vyhovujících nejmenších čtverců se zvažuje porovnání těch, které se nejlépe překrývají [18]. 
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5 Porovnávání nástrojů 
V této kapitole bude představen postup tvorby datasetu proteinů, který je nezbytně důležitý 
k provedení korektní analýzy nástrojů. Poté již budou popsány samotné experimenty s vybranou 
podmnožinou existujících nástrojů. 
5.1 Generování datasetu 
Před procesem vzájemného srovnání nástrojů je nutné korektně zkonstruovat testovací dataset 
proteinových struktur. Testování by mělo zachycovat celou škálu struktur, proto se nabízí 
použití centrální databáze PDB. Jelikož  není žádoucí, aby se v testovacím datasetu vyskytovaly 
velmi podobné struktury ve více instancích, je nutné provést redukci datasetu. K tomu byl 
použit nástroj PDBselect [28] s nastavením maximální sekvenční identity na 25 %.  
Vygenerovaný dataset má textový formát a na každém jeho řádku se nachází unikátní ID9 
proteinu doprovázeno dalšími informacemi. Mezi tyto informace, které blíže popisují tento 
protein, patří: počet α-šroubovic, β-listů, aminokyselin, prahová hodnota sekvenční identity (v 
%) či metoda jakou byl daný protein objeven (např.: NMR spektroskopie nebo rentgenová 
strukturní analýza). Celkový počet záznamů ve vygenerovaném datasetu je 5 300. 
Dalším krokem bylo přiřazení třídy (SCOP class) a foldu (SCOP fold) k jednotlivým 
strukturám v testovacím datasetu (pro bližší představu si můžeme třídu proteinů přestavit jako 
množinu, foldy jsou pak její podmnožinou). K tomuto účelu se využila databáze SCOP10. 
Jelikož se pracuje s velkým objemem dat, byla pro usnadnění práce vytvořena sada 
skriptů, která v databázi tyto dodatečné informace najde a přiřadí je k jednotlivým ID proteinů. 
Soubor pak vždy na každém řádku obsahuje trojici informací oddělených dvojtečkou: SCOP_ID 
proteinu, SCOP class a SCOP fold. Celkový počet záznamů obsažených v nově vygenerovaném 
datasetu je přesně 2 357. Jako názornější ukázka formátu záznamů v datasetu může posloužit 
níže uvedené schéma: 
 
SCOP_ID proteinu Scop class Scop fold 
d1ejga_ : Small proteins : Crambin-like 
 
Tabulka 5.1: Ukázkové schéma formátu finální podoby datasetu. 
 
                                                   
9  ID proteinu – Unikátní identifikátor proteinové struktury (podobně i SCOP_ID). 
10  SCOP – Structural Classification of Proteins - databáze strukturní klasifikace proteinů [29]. 
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Jelikož se v původním datasetu vygenerovaném prostřednictvím nástroje PDBselect z databáze 
PDB vyskytovaly i takové struktury, které dosud nejsou klasifikovány v databázi SCOP, nebyly 
v rámci této práce takové struktury brány v potaz.  
5.2 Výběr reprezentativních struktur 
Z konečné podoby testovacího datasetu zkonstruovaného podle metodiky popsané v předchozí 
kapitole byly vybrány 3 struktury, kde každá je záměrně získána z odlišné třídy (all-α, all-β, 
α/β). Tyto struktury jsou uvedeny v tabulce 5.2: 
 
ID proteinu 
- CHAIN 11 
Popis proteinu a jeho klasifikace do tříd a foldů z databáze SCOP Počet 12 
 
1k78-I 
ETS-1 transcription factor, residues 331-440 from mouse (Mus 
musculus) 
scop třída: All-α proteins 
scop fold: DNA/RNA-binding 3-helical bundle 
 
74 
 
 
1eaj-B 
 Coxsackie virus and adenovirus receptor (Car), domain 1 from Human 
(Homo sapiens) 
 scop třída: All-β proteins 
 scop fold: Immunoglobulin-like beta-sandwich 
86 
 
1us0-A 
 Aldose reductase (aldehyde reductase) from Human (Homo sapiens) 
scop třída: α/β proteins 
scop fold: TIM beta/alpha-barrel 
 
48 
 
 
Tabulka 5.2: Seznam vybraných reprezentativních struktur proteinů [29]. 
 
Výše uvedené struktury byly vybrány tak, aby reprezentovaly odlišné strukturní topologie, které 
pokrývají tři nejvýznamnější třídy proteinových struktur (odtud označení reprezentativní 
struktury). Důvod, proč byly vybrány pouze tři, tkví v časové a výpočetní náročnosti 
experimentů, kdy pro každou reprezentativní strukturu je nutné provést zarovnání vůči celému 
zbytku datasetu, tj. vůči 2 356 záznamům. 
Poté již na základě připraveného datasetu a výběru reprezentativních struktur hledáme ty 
struktury, které jsou jim podobné. Za podobné je můžeme prohlásit tehdy, pokud jsou 
klasifikovány stejnými foldy. Závěrem nutno poznamenat, že veškeré informace z databáze 
SCOP byly v rámci experimentování brány jako závazné. 
                                                   
11 Chain – řetězec, zapisován pomocí jediného znaku. Jde o část proteinu, která je schopna samostatně 
plnit určitou funkci. 
12 Jde o počet struktur v testovacím datasetu, které mají stejný fold jako reprezentativní struktura. 
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5.3 Výsledky experimentů 
Jak již bylo zmíněno v kapitole 5.1, testovací dataset obsahuje 2 357 identifikátorů struktur 
proteinů. Pro každý identifikátor byl stažen z internetových stránek databáze RCSB13 PDB 
datový soubor ve formátu PDB, který obsahuje informace o prostorových souřadnicích atomů 
proteinové struktury, jenž jsou dále členěny do tzv. řetězců (tento soubor obsahuje i více 
informací o konkrétní proteinové struktuře, ale ty v naší práci nejsou až tak podstatné). 
Experiment probíhal tím způsobem, že každá reprezentativní struktura byla zarovnána ke 
všem ostatním strukturám v testovacím datasetu (toto bylo provedeno pro každý nástroj zvlášť). 
Vzhledem k velikosti datasetu byla nutná automatizace prostřednictvím sady obslužných 
skriptů. Při každém zarovnání se uložila hodnota RMSD vypočítaná daným nástrojem. 
V případě, že nástroj vygeneroval pro jednu kombinaci struktur více možných zarovnání (tohle 
se týká nástrojů CLICK, DALI), ukládala se minimální RMSD. 
Pro každou reprezentativní strukturu pak byla vytvořena tabulka s následujícími 
záznamy: SCOP class, SCOP fold a naměřené RMSD hodnoty od všech nástrojů. Poté byly 
v této tabulce vzestupně seřazeny všechny záznamy podle velikosti RMSD hodnoty pro první 
nástroj a napočítány tzv. false positive záznamy (stejný postup byl použit pro hodnoty 
u každého dalšího nástroje). Záznam je označený jako false positive v tom případě, že má jiné 
zařazení do proteinové třídy a foldu než má reprezentativní struktura a zároveň má nižší RMSD 
hodnotu než záznam s nejvyšším RMSD se zařazením stejným jako reprezentativní struktura.  
V níže uvedených tabulkách, které udávají počty false positive záznamů pro každou 
reprezentativní strukturu, si lze všimnout chybějících hodnot u nástroje DALI. To je způsobeno 
tím, že tento nástroj nenalezl žádné optimální zarovnání k dané reprezentativní struktuře pro 
určitou podmnožinu porovnávaných struktur. Dále se v tabulkách nacházejí pojmy jako true 
positives a sensitivity. True positive je počet správně identifikovaných strukturních podobností 
vůči reprezentativní struktuře. Z této hodnoty je následně vypočítána sensitivita, která udává 
závislost růstu počtu správně zařazených struktur na současně rostoucím počtu struktur, které 
jsou nesprávně označeny jako strukturně podobné. 
                                                   
13 http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do 
  28 
 
True positives Sensitivity [%] CLICK DALI LOCK2 MUSTANG SPALIGN 
5 10,42 199 85 617 8 171 
10 20,83 260 116 753 17 306 
15 31,25 468 133 884 75 375 
20 41,67 787 150 1044 142 466 
25 52,08 923 179 1293 276 542 
30 62,50 1297 214 1422 391 601 
35 72,92 1527 230 1557 668 650 
38 79,17 1658 247 1654 1052 686 
40 83,33 1764 249 1679 1132 771 
42 87,50 1777 262 1687 1534 892 
43 89,58 1886 299 1695 1540 915 
44 91,67 2039 - 1732 1551 940 
45 93,75 2046 - 1735 1585 1000 
46 95,83 2109 - 1871 1591 1111 
47 97,92 2156 - 1921 1750 1142 
48 100,00 2178 - 1973 2279 1245 
 
Tabulka 5.3: Počet false positive pro reprezentativní strukturu 1us0-A (α/β). 
 
 
True Positives Sensitivity [%] CLICK DALI LOCK2 MUSTANG SPALIGN 
10 13,51 400 3 118 23 7 
20 27,03 474 15 247 28 27 
30 40,54 654 33 392 50 46 
35 47,30 763 51 421 64 133 
40 54,05 832 93 450 83 156 
45 60,81 1027 123 504 130 205 
50 67,57 1246 188 536 314 271 
55 74,32 1386 273 670 466 327 
60 81,08 1426 335 855 567 539 
63 85,14 1553 - 925 806 768 
65 87,84 1664 - 951 897 877 
67 90,54 1762 - 1092 1027 962 
69 93,24 1950 - 1228 1163 1191 
70 94,59 1950 - 1239 1378 1208 
71 95,95 1982 - 1241 1494 1380 
72 97,30 2184 - 1241 1494 1487 
73 98,65 2222 - 1257 1831 1651 
74 100,00 2253 - 1295 1847 1720 
 
Tabulka 5.4: Počet false positive pro reprezentativní strukturu 1k78-I (all-α). 
  29 
 
True Positive Sensitivity [%] CLICK DALI LOCK2 MUSTANG SPALIGN 
10 11,63 150 0 41 35 6 
20 23,26 406 0 99 42 18 
30 34,88 647 3 382 53 51 
40 46,51 1103 15 509 78 132 
45 52,33 1151 20 655 110 164 
50 58,14 1236 31 796 189 178 
55 63,95 1351 41 834 621 197 
60 69,77 1505 67 1038 1328 276 
65 75,58 1620 97 1186 1668 295 
70 81,40 1664 126 1241 1911 312 
75 87,21 1793 170 1496 2177 397 
80 93,02 1921 - 1534 2195 685 
82 95,35 1994 - 1567 2195 785 
83 96,51 1998 - 1611 2196 895 
84 97,67 1998 - 1695 2196 925 
85 98,84 2077 - 1827 2218 1055 
86 100,00 2134 - 1914 2248 1857 
 
Tabulka 5.5: Počet false positive pro reprezentativní strukturu 1eaj-B (all-β). 
 
Ze všech výše uvedených tabulek jsou pro jednotlivé nástroje sestrojeny ROC křivky, které 
přehledně ukazují závislost růstu počtu správně zařazených struktur na současně rostoucím 
počtu struktur, které jsou nesprávně označeny jako struktury podobné.  
K tomu, aby byla vygenerována ROC14 křivka, bylo zapotřebí vypočítat ještě další 3 
metriky – false negative (udává počet ve skutečnosti podobných struktur, které však nebyly 
analyzovaným nástrojem rozpoznány jako podobné), true negative (udává počet ve skutečnosti 
odlišných struktur, které nebyly nástrojem rozpoznány jako podobné) a specificity (udává 
závislost růstu počtu nesprávně zařazených struktur na současně rostoucím počtu struktur, které 
jsou správně označeny jako strukturně podobné). Z výše uvedených metrik a hodnot z tabulek 
se následně vypočítají hodnoty pro sensitivitu: 
 
negativefalsepositivetrue
positivetrue
ysensitivit
__
_

                                     
 
 
                                                   
14 ROC – (Receiver Operating Characteristic) je křivka, znázorňující vztah mezi true positive rate a false 
positive rate (tedy vztah mezi senzitivitou a 1-specifičností) [30]. 
(5.1) 
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a specificitu: 
 
.
__
_
negativetruepositivefalse
positivefalse
yspecificit

  
 
Z těchto hodnot se poté vygeneruje ROC křivka a spočítá se hodnota AUC (area under curve). 
Výsledky porovnání reprezentativních struktur všemi vybranými nástroji jsou uvedeny 
v grafech na obrázcích 5.1, 5.2 a 5.3. 
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Obrázek 5.1: ROC pro reprezentativní strukturu 1us0-A (α/β). 
 
AUC
0,5719
0,7873
0,7724
0,4606
0,5121
(5.2) 
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Obrázek 5.2: ROC pro reprezentativní strukturu 1k78-I (all-α). 
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Obrázek 5.3: ROC pro reprezentativní strukturu 1eaj-B (all-β). 
AUC
0,5926
0,8627
0,8682
0,7050
0,6384
AUC
0,5461
0,6894
0,9078
0,6428
0,7456
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Z jednotlivých grafů lze zjistit, který nástroj si s problémem správné identifikace podobných 
struktur poradil nejlépe. Ideální metrikou pro porovnání výkonnosti nástrojů je právě obsah 
plochy pod křivkou daného nástroje, tj. metrika AUC, která je numerickým vyjádřením ROC 
analýzy. Celkové shrnutí metriky AUC lze vyčíst z následujícího grafu na obrázku 5.4: 
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Obrázek 5.4: AUC pro všechny nástroje a pro všechny tři reprezentativní struktury. 
 
V níže uvedené tabulce jsou uvedeny délky trvání výpočtů zarovnání jednotlivých nástrojů pro 
každou reprezentativní strukturu. Každá reprezentativní struktura byla porovnávána vůči zbytku 
testovacího datasetu, tj. 2 356 záznamům.  
 
Reprezentativní 
struktura-chain 
Počet reziduí CLICK MUSTANG SPALIGN LOCK 2 DALI 
1us0-A 313 06:50:00 03:12:00 07:38:00 01:03:00 06:47:00 
1k78-I 58 02:03:00 01:02:00 04:58:00 00:06:00 05:00:00 
1eaj-B 120 02:41:00 01:25:00 05:35:00 00:14:00 05:10:00 
 
Tabulka 5.6: Časové délky (hh:mm:ss) výpočtu zarovnání každé reprezentativní struktury 
s testovacím datasetem. 
 
Z tabulky lze snadno zjistit, že nástroje provádějí rychlejší zarovnání proteinových struktur 
obsahující menší počet reziduí.  
K provádění experimentů u nástrojů instalovaných lokálně (LOCK, MUSTANG) byl 
využit výpočetní stroj Intel Celeron M440 1.87 GHz, 1 GB RAM s výjimkou nástroje CLICK, 
(α/β)
(all-α)
(all-β)
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který byl spuštěn s využitím distribuované výpočetní infrastruktury MetaCentra (stroj Intel 
Xeon 5160 3 GHz, 1 GB RAM). Zbylé nástroje (SPALIGN, DALI) byly dotazovány 
prostřednictvím skriptu přes jejich webové rozhraní. 
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6 Závěr 
V této práci byl hlavním cílem zopakovat experiment zarovnání struktur proteinů, který je již 
víc jak 10 let starý a tudíž ne příliš aktuální. Záměrně byly vybrány nástroje, které se liší svým 
přístupem k zarovnání proteinových struktur. Rovněž byl kladen důraz také na to, aby celé 
testování přispělo k identifikaci lepších a rychlejších nástrojů, než s jakými autoři dříve 
experimentovali. Vývoj jde rychle kupředu a nástrojů nyní existuje velké množství z nichž 
každý přispívá novou myšlenkou jak docílit ještě lepšího nebo rychlejšího zarovnání struktur. 
Nástrojů bylo k analýze vybráno celkem 5: DALI, LOCK 2, MUSTANG, SPALIGN a 
CLICK. S testovanou úlohou v rámci prováděného experimentu si nejlépe poradil nástroj 
SPALIGN. K určení nejlepšího nástroje byla využita metrika AUC, která měří obsah plochy 
pod ROC křivkou. Na konci páté kapitoly byla přidána i tabulka, která přehledně určuje 
celkovou dobu zarovnání konkrétního nástroje jedné reprezentativní struktury s celým 
testovacím datasetem.  
Metodika provedení celého experimentu nabízí snadné začlenění dalších nástrojů, které si 
čtenář této práce může zvolit k novému porovnávání. Kupříkladu nástroje, které zarovnávají 
pouze vícenásobně, tedy 3 a více proteinových struktur najednou.  
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Příloha A 
OBSAH CD 
Přiložené CD má následující strukturu: 
 
/dataset/dataset.txt   zdrojový soubor obsahující trojice: scop_id:class:fold 
/program/readme.txt  popis obslužných skriptů 
/program/skripts/   obslužné skripty pro práci s nástroji a tvorbu datasetu 
/results/    soubory s výslednými RMSD vzdálenostmi 
/txt/bac.doc    zdrojový soubor textu bakalářské práce 
/txt/bac.pdf    text bakalářské práce 
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>>pdbsel5 toyear=2012 method=[X|N|A] gopen=12 gelong=1 
nsigma=3 showali=0 matrix=blosum65 chainfile=PDBFIND.TXT 
selectfile=subset-of-pdb-ids perc=25 minlen=20 maxlen=1000 
minrfac=0.0 maxrfac=0.3 minresol=0.0 maxresol=3 minhelix=0 
maxhelix=1000 minbeta=0 maxbeta=1000 maxnchains=200000 
outfile=pdb-selection 
 
Příloha B 
Nástroj PDBselect 
Pro správné použití nástroje je důležité mít nainstalovanou (popř. k dispozici) nějakou 
distribuci operačního systému Linux. Samotné spuštění i s výčtem všech možných parametrů 
probíhá pomocí příkazové řádky následovně [29]: 
 
Všechny tyto parametry určitým způsobem stanovují požadavky na výsledný dataset. Není však 
nutné je zadávat všechny. Přibližně polovina parametrů má nastaveny výchozí hodnoty. Mezi ty 
nejdůležitější patří: 
 
 toyear= určuje rok, do kterého se v PDB databázi vložily struktury (výchozí 
hodnota je nastavena na rok 2099). 
 
 method= tento parametr nastavuje metodu, kterou byly dané struktury objeveny. 
Hodnota X určuje metodu rentgenové krystalografie, N určuje nukleární magnetickou 
rezonanci, A nastaví všechny metody (výchozí hodnota je nastavena na A). 
 
 matrix= nastavuje matici vzdáleností (ve standardním nastavení ukazuje na 
soubor blosum.65). 
 
 chainfile= stěžejní parametr pomocí něhož se určí soubor, ve kterém se budou 
vyhledávat proteinové struktury. Soubor, který byl použit ke generování datasetu, má 
název PDBFIND.TXT a lze jej vygenerovat pomocí příkazu: 
  
 
 
 
>>rsync -avz rsync://rsync.cmbi.ru.nl/pdbfinder/ 
/path_to_pdbfinder/ 
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 perc= tento parametr určuje maximální možnou sekvenční podobnost struktur 
generovaných do výsledného datasetu. 
 
 outfile= uživatel pomocí tohoto parametru může zadat jméno výstupního 
souboru, kde bude uložen výsledek celého procesu generování datasetu. 
 
